








































































































































































































































































No． Drug AbbreviationMW 10g　Kor
1 Etha登G1 EtOH 46．10 一〇．220
2 5－Fluorouracil5－FU 130．08 一〇．999
3 Sodium　Be籠zoaもe BA 144．11 一1．84
4 Theo　h　lhne TP 180．17 ・・ O．111
5 Anti　rine ANP 188．23 0，313
6 Amino　翌in．e AMP 231．29 0，952
7 Isoso罫bide　Di簸itrateISDN 236．14 1．22
8 C　cloba翌biもa1 CB 236．26 1．62
9 ：Lid◎cai獄e LC 243．34 2．25
10 PentoxiぞUine PX 278．31 0，387
11 Diclofbnac　SodiumDC－Na 318．18 0，669
12 1憩atro　ium：BromideIPT．Br 412．4 4．23




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































　　　　　　　　　　　　　）＋1．5mM　T罐a－n－butyla磁騰。魔硬m　hyd罫oge簸sulfate　　 　（ 9．5 ：5
　　　　　　absolute　calib罫atio鷺搬eもho（玉
TP　O．gO／oPhosphoric　acidi：Acetonttyige
　　　　　（　9－O　：　ulO）
　　　　　　absolute　caiihratioft　methodi
CB　O．iO／ePhoSphoy－ic　acid：AcetQnitr－ile
　　　　　（65：35）＋5膿MSo面u搬δodecyl　su漁もe
　　　　　　absolut’e　calibration　methodi
LC　O．10／oPhosphorgc　a．cidj：AcetQnitwhle
　　　　　（70：30）＋5　mM　Sodium　1－hexa鵬繊1f◎舩te
　　　　　　p－Hydrbxybenzoic　acid　ethyl　ester
BA　O．05　M　KH2PO4：AcetoRitriie
　　　　　（誼y器！xy艦晶2acid　ethyl　e、te，
PX　．0．le／ePhosphoxic　acidi：Aee£enitri｝e
　　　　　（70　；．　30）
　　　　　　p－Hydroxybenzoic　acid　methyl　ester
DSCG　5　mM　Tetrabuもyl　a鵬mo澄i疑m：Metha薮ol
　　　　　　（　60　：　40　）
　　　　　　absolute　calibration　methodi
IPT－Br　Q．le／ePhosphoric　acid．　：　AcetoRitrile
　　　　　　（60：40）率5搬MSodiu搬αoδecyl　s疑lfate
　　　　　　absolute’　calibration　methodi
245nm
254km
220xtm
270Rm
27k醜m
205xtm
23eRm
23ellm
274Rm
329nm
2iOnm
Table　11シンチレーションカクテルの処方
馬面扇面註octylphe薮yl　ethe「
1，4－biS－2（5LpheRyl－2－exazeyl）benzene
Toluene
??????????33??????
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8．電子顕微鏡写真のための鼻粘膜サンプルの調製
　鼻粘膜の透過実験終了後、粘膜周囲に付着している余分な水分をキムワイプ
で拭き取った後、直方体の発砲スチロールの上に粘膜側を上にしてホチキスで
固定した。これを等張ホルマリン液中に24時間浸して組織切片の固定を行った。
固定した組織標本を脱水するため50（v／v）％から順次高濃度溶液に移し最後に
無水EtOH　100％に浸し完全脱水した。脱水終了後、発砲スチロールのみを取
り去り、無水酢酸イソアミル中に24時間以上浸した。これを臨界点乾燥をして
イオンコーターにより表面処理を施した後に電子顕微鏡写真を撮影した。
第2章実験の部
1．試薬
　FITC－dextran　（　FD－4；MW　4．4kDa，　FD－10；MW　12．OkDa．　FD－40；MW
38．3kDa、　FD－70；MW　50．7kDa、　FD－150；MW　167．O　kDa）、塩酸ポリ・：L・一ア
ルギニン（poly－L－Arg（IO）；MW　8．9　kD歌、　poly－L－Arg（50）；MW　45．5　kDa、
poly一：L－Arg（100）；MW　92．OkDa）、抗凝血薬（クエン酸デキストロースリン酸
アデニン、cDP－A）およびウレタンはslGMA社（st．：Louis、　u．s．A．）から購
入した。また、：しアルギニン、：L一リジンおよびキトサンは東京化成工業株式会
社（東京）、塩化セチルピリジニウムは関東化学株式会社（東京）、ドデシル硫
酸ナトリウムは和光純薬工業株式会社（大阪）、コラーゲンは株式会社ニッピ（東
京）よりそれぞれ購入した。抗凝血薬（ノボ・ヘパリン注1000）はヘキスト・
マリオン・ルセル株式会社（東京）から購入した。さらに、BCAプロテイン・
アッセイ・キットはPierce社（アメリカ：輸入元　フナコシ）から購入した。
その他の試薬はすべて市販の特級品を使用した。
2．実験動物
　ウィスター系雄性ラット（250～300g）および日本白色種雄性家兎（JW、2．3
～2．5kg）は東京実験動物（東京）からそれぞれ購入した。
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3．：FDsのin　vivo単回静脈内投与実験法
　ウィスター系雄性ラット（250～300　g）の腹腔内にウレタン生理食塩液（25
W／V％、1g／kg）を投与し、麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、鼻腔
内投与実験法と同様の生理的条件にするため気道および食道への手術を施し、
右頸静脈と右大腿静脈を露出した。調製したFD4生理食塩液（2．5　mg／認、3．3
mg／kg）、調製したFD－10、　FD－40およびFD－70生理食塩液（投与量0．2、0．4、
0．8、2．5mg／kg）を右頸静脈へ投与し、ヘパリンで前処理した注射筒を用いて
経時的に右頸静脈より採血した。1回の採血量は0ユ5m1とした。血液は直ちに
4℃、16，000rp醗（18，000　G）で5分間遠心分離し血漿を得た。
4．：FDsのin　vivo鼻腔内投与実験法
　ウィスター系雄性ラット（250～3◎Og）の腹腔内にウレタン生理食塩液（25
w／v％、ig／kg）を投与し麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、駈聡i
らのin　vivO鼻腔内投与実験法に準じて手術を行った95）。まず、正中線に沿っ
て喉を切開し、気道を露出した。気道を確保するために、気管にポリエチレン
チューブ（Hibiki　No．8）を挿入した。次に、鼻腔から消化管への薬液の流出を
防ぐために先端を塞いであるシリコーンチューブ（外径2m磁、内径1mm）を
食道側から鼻腔側に向けて挿入した。さらに、鼻腔からロ腔に抜けている穴（鼻
腔蓋管）からの薬物溶液の漏出を防ぐために、この部分を接着剤（アロンアル
ファ、東亜合成化学，東京）で塞いだ。次に、ポリエチレンチューブ（約20cm）
の先端にシリコーンチューブをつけ、マイクロシリンジに接続し、シリコーン
チューブを左鼻孔へ挿入（約8mm）し、調製したFD4の生理食塩液または各
種促進剤を含む：FD－4生理食塩液（投与量33　mg／m1、濃度20％〉を鼻腔内へ投
与した。促進剤種類およびその適用濃度はTaめle　2に示したとおりで行なった。
ヘパリンで前処理した注射筒を用いて経時的に右頸静脈より採血を行った。1
回の採血量は0．15m1とした。血液は直ちに4℃、16，000　rpm（18，000　G）で
5分間遠心分離し血漿を得た。
5．FDsの定量法
血漿サンプルを（controlで160μ1、併用系で50μ1）pH　8．5のホウ砂山KH2PO，
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緩衝液で希釈し（contro1で20、併用系で60倍）、サンプル中の：FDsの蛍光強
度を励起波長495nm、蛍光波長515　nmで蛍光分光光度計（RF－5000、島津製
作所）により測定した。
6．赤血球溶：血実験
　実験の島回2章4の：FDsのi簸vivo鼻腔内投与実験法と同様に外科的手術を
施し、血液を頸動脈より採血した。血液を抗凝血薬（クエン酸デキストロース
リン酸アデニン；CD：P－A）と9：1の割合で混合し、遠心分離（377G、5分間）
した。次に得られた赤血球ペレットをpH7の等張リン酸緩衝液（PBS）で4回
洗浄し、赤血球ペレットをPBSで希釈し10％赤血球標準溶液とした。各種調製
した促進剤溶液（1．75mDと赤血球標準溶液（0．125　m．1）を混合した。37℃で
5～10分間インキュベートし、540Gで2分間遠心分離した。赤血球溶血度とし
て上清の543nmにおける吸光度を測定した（UV－160A、島津製作所）。
7．膜成分漏出実験：
　家兎を空気閉塞により屠殺後、鼻中隔を摘出し、予め氷冷しておいたリンゲ
ル液中に移し、鼻粘膜を鼻中隔軟骨から剥離した。鼻粘膜をUssing　chamber
（有効透過面積；0．5c澱2、容積；4m1）に速やかにマウントし、チャンバーの
両側をリンゲル液で満たし、2時間インキュベートを行った。その間30分おき
に電気生理学的パラメータを読み取り鼻粘膜のviabihtyをチェックした。ここ
で膜電位が．3：mV以上、短絡電流が30μA／cm2以上、膜抵抗が40から70Ωcm2
の間のものを実験に使用し、それ以外のものに関しては摘出時に問題があった
ものとして使用しなかった。粘膜側（ドナー側）のリンゲル液を完全に抜き取
り各促進剤含有リンゲル液（4mDを加え、このときをOminとして実験を開
始した。以降、30minごとに120　minまでドナー側から200μ1をサンプリン
グした。本実験はすべて37℃の恒温器中で行い、粘膜への酸素の供給とチャン
バー内の溶媒を撹搾を行うため02／CO2（95：5）によるバブリングを行った。サ
ンプルを定量時まで5℃で保存した。
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8．漏出成分の定量
1）タンパク定量法
　Bicinchoninate（：BCA）がCuイオンとコンプレックスを形成して紫に発色
するBCA法を採用した。発色剤2　mlを加え。正確に2時間室温で放置し、562nm
の吸光度を測定した（UV　160A、島津製作所）。
2）リン脂質定量法
　Folch法96）に従い、リン脂質が結合している他の脂質や疎水性タンパク質と
の各種結合力を切断して抽出して測定した。リン脂質をボスホリパーゼDで加
水分解してコリンを遊離させ、そのコリンをコリンオキシダーゼで酸化させる
際に同時に生成した過酸化水素をペルオキシダーゼによりフエノールと4．アミ
ノアンチピリンとを酸化融合させた時の赤色色素を562nmにて吸光度測定し
て求めた。
3）乳酸脱水素酵素（LDH）定量法
　乳酸を基質として生成するホルマザンを比色定量する方法（560簸艶）で実施
した。
9．形態学的組織切片の作成
　ウィスター系雄性ラットに各分子量のpoly・：L－Ang（0．9％生理食塩水、0．2
m1／kg）をを右鼻腔に投与し、9時間後にラットを空気閉塞にて屠殺し鼻中隔ご
と切り取り10％ホルマリン緩衝液中に保存し固定した97＞。ミクロトーム切片は
ヘマトキシン・エオシン染色し、左鼻腔をコントロールとして比較評価した。
第3章実験の部
1．試薬
　α・hANP原末（SUN4936；：Lot　No．3689306）は、サントリー株式
会社（医薬事業部、群馬）より分与された。EDTAは同仁化学研究所（東
京）から、ウレタンはシグマ社（米国）からアプロチニン（生化学用）は
和光純薬工業株式会社（大阪）から、日本薬局方生理食塩液および日
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本薬局方リンゲル液は大塚製薬株式会社（東京）から、それぞれ購入
した。その他の試薬は特級品を用いた。
2．実験動物
　10～12週齢（体重270～300g）のウィスター系雄性ラットを石川実
験動物（埼玉）より購入して用いた。
3。　溶液調製法
1）注射用α一hAN：P原液
　ev　一hANP原末23．5mgを正確に量り、5％マンニトール水溶液に溶
解させ全量を10mlとした。この溶液中のα一hANP濃度は2000μ
glm1である。各投与量α一hANP静注実験における溶液濃度は投与ド
ーズに応じて希釈して使用した。点滴静注時のes　一hANP濃度は1．5
μg／mlに調製した。
2）採血用EDTA一アプロチニン溶液
　アプロチニン（生化学用）を約2㎎とEDTA　24㎎を量り、生理食塩
液に溶解させ全量を10m1とした。
4．α一hANPのin　vivo単二静脈内投与実験法
　ウィスター系雄性ラットの腹腔内にウレタン生理食塩水溶液
（25w／v％、5m1）を投与し麻酔した。ラットを固定台に背位固定した
後、左右の頸静脈と左大腿静脈を露出した。調製したα一hANP溶液
を左大腿静脈より投与し、EDTA一アプロチニン溶液で前処理した注
射筒を用いて経時的に左右の頸静脈より採血した。1回の採血量は
0．2m1とした。血液は直ちに4℃、16，000　rpmで5分間遠心分離し、
血漿を得た。血漿は定量時まで一20℃以下で凍結保存した。
5．α一hANPのin　vivo静脈内定速注入実験法
　ウィスター系雄性ラットの腹腔内にウレタン生理食塩水溶液（25
w／v％、5m1）を投与し麻酔した。ラットを固定台に三位固定した後、
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左右の頸静脈と左大腿静脈を露出した。大腿静脈に静注針（テルモ翼
付静注針；テルモ社、東京）を挿入し、調製したcy　一hANP溶液は定速
注入装置（テルフユージョンシリンジポンプMODEL　STC－525；テ
ルモ社〉を用いて注入した。注入速度は2．4Wt1／hrとした。注入開始
後、EDTA一アプロチニン溶液で前処理した注射筒を用いて経時的に
左右の頸静脈より採血した。α一hANPの注入は30分で中止し、そ
の後も経時的に採血した。1回の採血量は0．2m1とした。血液は直
ちに4℃、16，000脚騰で5分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は定
量時まで一20℃以下で凍結保存した。
6．利尿効果測定法98・99）
　ウィスター系雄性ラットの腹腔内にウレタン生理食塩水溶液（25
w／v％、5m1）を投与し麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、
尿道ロの上約3㎝の腹部を正中線に沿って切開し膀胱を露：出させた。
膀胱に数㎜切り込みを入れ、そこからポリエチレンチューブ（ffibiki
No．3、5c励を挿入した。切りロを縫合糸で結んで固定し、膀胱を元
の位置に戻して切開部を縫合した。尿が尿道ロから出てくるのを防
ぐため接着剤（アロンアルファ；東亜合成化学、東京）で塞いだ。
　次に右の大腿静脈を露：出して静脈用注射針を挿入し。定速注入装
置を用いて最初は3．6xxxX／hyの注入速度で20分間、続いて1．8ml／krc
で6◎分疏リンゲル液を前負荷した。それ以降実験終了時まで1．5
ml／hxの速度で注入を続けた。尿はチューブの先端からあらかじめ
秤量してあるマイクロチューブに採集し、その重量を測定して空の
重量を差し引き尿量とした。採集された尿量に相当する水分を補う
ためにその都度リンゲル液を注入した。リンゲル液前負荷終了後、
実験を開始する前に20分間の尿量を3度測定し、それぞれ測定時
間で除した値の平均値をコントロール尿排泄速度とした。
7．α一hANP定量法
　血漿中α　一hANP濃度は：EIAキット（α一hANPテストワコー；和光
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純薬工業株式会社、大阪）を用いて定量した。本品は酵素免疫測定法
（EIA）のサンドイッチ法の原理に基づく血漿中α・hANP濃度測定用
キットである。
1）キット構成
　（1）抗体結合固相（抗α一hAN：Pマウスモノクロナール抗体
　　　　1．7μ9／ビーズ）
　（2）酵素標識抗体（溶解時西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ
　　　　標識i抗α必AN：Pウサギ抗体200μg／m1）
　（3）酵素標識抗体溶解用液（0．1Mリン酸緩衝液pH7．0
　（4）発色剤（溶解時オルトフェニレンジアミン18．5mmo1／1）
　（5）発色剤溶解用液（マックルペン緩衝液pH4．65）
　（6）過酸化水素水
　（7）反応停止液（1N硫酸）
　（8）緩衝液0．1M（リン酸緩衝液pH7．0）
　（9）標準α一hANP（溶解時α・hANP　1000　pg／m1）
　（10）ヒト正常血清
2）測定原理
　試料に抗α一hANPマウスモノクロナール抗体を結合させた抗体
結合固相を反応させ、次に酵素（ペルオキシダーゼ）で標識した抗α
一hANPウサギ抗体を反応させると、『抗cy　一hANPマウスモノクロナ
ール抗体結合固相一試料中のα一hANP一酵素標識抗or　一hANPウサギ抗
体』のサンドイッチ状の複合体が形成される（2一ステップサンドイッ
チ法）。抗体結合固相に結合した酵素の量はα一hANP量に比例する
ので、その酵素活性を、オルトフェニレンジアミンと過酸化水素水
を用いて測定し、あらかじめ既知濃度の標準液を用いて作成した検
量線から試料中のα一hANP濃度を求める。
8．α一hANPのin　vivo鼻腔内投与実験法
　実験の部第2章4と同様の外科的手術を施した後、種々濃度のα一
hANP溶液をマイクロシリンジ（ハミルトン）を用い、片方の鼻孔よ
り鼻腔内へ投与した。その後鼻孔を接着剤（アロンアルファ）で塞い
だ。α一hANP溶液を所定の濃度、投与量で投与後、　EDTA一アプロチ
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ニン溶液で前処理した注射筒を用いて経時的に左右の頸静脈採血し
た。1回の採血量は0．2mlとした。血液は直ちに4℃、16，000　rp・m
で5分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は定量時まで一20℃以下で冷
凍保存した。
9．解析法
　コンパートメントモデル解析は、非線形最小二乗法プログラムー1
を用いておこない、アルゴリズムはD段澱p澁gGauss－NewtgR
Methodを用いた。
　薬効モデルの解析は、非線形最小二乗法プログラムー2を用いてお
こない、アルゴリズムはDamping　Gauss－NewtOKk　Meth◎｛Sを用い
た。
第4章実験の部
1．試薬
　α一hANP原末（SUN4936；：Lot　N◎．3689306）はサントリー株式会社（医薬
事業部、群馬）より、また、サケカルシトニン（sCT；Lot　No．　HF－sio9）は帝
国臓器製薬株式会社（東京）より分与された。ヒト穎粒球コロニー刺激因子
（rhG－CSF；MW　18，850）は協和発酵工業株式会社（東京）より分与された。
塩酸ポリーL一アルギニン、ベスタチン（BE）およびEDTAはS互GMA社（St．　L◎uis、
U．SA）から購入した。アプロチニン（生化学用）および日本薬局方リンゲル
液はそれぞれ和光純薬工業株式会社（大阪）および扶桑製薬株式会社（大阪）
より購入した。牛血清アルブミン（：FPtac¢i◎me　V、：P◎wdeのは生化学工業株式会
社（東京）から購入した。抗凝血薬（ノボ・ヘパリン注1000）はヘキスト・マ
リオン・ルセル株式会社（東京〉から購入した。ウレタンはAldrich　Chemica1．
Company，　Inc．（Milwaukee、　USA）から購入した。その他の試薬はすべて市
販の特級品を使用した。
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2．α一hAN：Pのin　vivo鼻腔内投与実験法および利尿効果測定法
　実験の二二3章8と同様にα一hAN：P　in　vivo鼻腔内投与を行なった。また、
利尿効果の測定は実験の部第3章6同様に外科的手術を施した後、右大腿静脈
を露出してポリエチレンチューブ（PE－50；Clay　Adams、　U．SA）を挿入し、
定速注入装置を用いて3．6m1／hrの注入速度で20分間、次いで1．2　ml／hrで60
分間リンゲル液を前負荷した。以降、実験終了時まで1．2m1／hrの速度で注入を
続けた。リンゲル液前負荷後、or　一hAN：P鼻腔内投与に先立ち20分間の尿量を3
回測定し、尿量が安定していることを確認した後実験を開始した。その3回の
尿量をそれぞれ測定時間で除した値の平均値をコントロール尿排泄速度とした。
尿はあらかじめ秤量してあるマイクロチューブに採集し重量を測定して尿量と
した。
3．sCTのin　vivo鼻腔内投与実験法
1）投与法と採血法
実験の二二1章4と同様に外科的手術を施した後、調製したsCT生理食塩液ま
たは各種促進剤を含むsCT生理食塩液（投与量101U／kg、濃度10μg／m1）を
鼻腔内へ投与した。ヘパリンで前処理した注射筒を用いて経時的に右頸静脈よ
り採血を行った。1回の採血量は0．15mlとした。血液は直ちに4℃、16，000　rpm
（18，000g）で5分間遠心分離し血漿を得た。
2）Ca（カルシウム）定量法
血漿中Ca2＋濃度はカルシウムC一テストワコー（和光純薬工業株式会社、大阪）
を用いて定量した。二品はキレート発色法（オルトクレゾールフタレインコン
プレキゾン法；OCPC法）の原理に基づく血漿中Ca（カルシウム）濃度測定用
キットである。
試料中のカルシウムは、アルカリ性条件下でOCPCと結合して紫紅色を呈する。
この紫紅色の吸光度を測定することにより試料中のカルシウム濃度を求めた。
4．rhG－CSFのin　vivo鼻腔内投与実験法
1）rhG－CS：F投与液の調製法
：KW－2228原液（1．8mg／m1、　pH　7．0～7．5）を、1／15　mM等張リン酸二水素
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カリウムで0．4mg／mしに調製した。この時、塩化ナトリウムを用いて等張にし
た。また、投与液のpHを1N塩酸を用いてpH　5．0に調製した。　Poly一：L－
Ayg（50）併用系では、全量に対し1％含有するように調製した。
2）i簸vivo鼻腔内投与実験
　ウィスター系雄性ラットにウレタン生理食塩液　（投与量lg／kg，濃度25
w／v％）を腹腔内投与し、麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、：ffiyaiら
のin　vivo鼻腔内投与法に準じて手術を行った。実験：の部第2章4の方法と同
様に、調製した幽G－CSFリン酸緩衝液（c◎就鷲◎Dまたは1％濃度のpoly一：L一蝕g
を含むrkG－CS：Fリン酸緩衝液（投与量50μg／kg、濃度0．4　mg／mL）を鼻腔内
に投与した。ヘパリンで前処理した硬質硝子製注射筒を用いて経時的に右頸静
脈より採血を行った。1回の採血量は◎．6謡とし、血液はガラス試験管を用い、
4℃、2，500rpmで90分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は測定まで一20℃
以下で、ガラス試験管中で保存した。
3）G－CSFの定量法
　血漿サンプルをあらかじめ測定前に室温まで戻し、1％牛血清アルブミン
（：BSA）を含む0．OIM等張リン酸緩衝液ΦH　7．4、　PBS）にて約δ◎倍希釈後、
測定を行った。定量には、E夏A測定キット（R＆D、　h建man　G－CSF）を用いた。
すべての行程を両日中に終了させ、反応後30分以内に測定波長450聡鵬でマ
イクロプレートリーダー（BXO－TEX、　EL392e）により測定した。全ての分注作
業には、ガラス毛細管マイクロピペット（井内盛栄堂）を用いた。
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